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@ Die vorliegende Erfindung betritft neue Konjugate bestehend aus einem Cytokin, beispielsweise Interferon 
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(Conjugate von Cytoklnen mtt Immunglobullnen 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Konjugate bestehend aus einem Cytokin und menschtichem 
Immunglobulin, gewtinschtenfalls verknOptt Ober einen organischen BrUckenbildner. Verfahren zur Herstel* 
lung solcher Konjugate, pharmazeutische Zubereitungen und die Verwendung dieser Konjugate zur Behand- 
lung von viralen Infektionen und von Tumoren. 

5 

Hirttergrund der Erfindung 

Cytokine sind idsliche Proteine und Glykoproteine, die durch somatische Zellen, insbesondere immun- 
io kompetente Zellen. als Antwort auf eine Stimulierung ausgeschieden werden. Cytokine weisen eine Vielzahi 
bioiogischer Aktivitaten auf. Sie sind Botenmolekule, die an der Regulation der Stoffwechsellage benachbar- 
ter Zellen beteiligt sind. in den Zellen tokal produziert werden und im Normalfall auch nur lokal wirksam 
sind. Die Cytokine verstarken oder unterdrUcken dabei die Aktivitat einer Nachbarzelle beztigfich einer 
spezifischen Eigenschaft 

is Beispiele ftir Cytokine sind Mediatoren, die Monozyten und Makrophagen beeinflussen. wie 
Makrophagen-Migrations-inhibierender Faktor (MIF), Makrophagen-aktivierender Faktor (MAF) oder chemot- 
aktischer Faktor fOr Makrophagen. Mediatoren. die polymorphkernige Leukozyten beeinflussen, wie 
Leukozyten-inhibierender Faktor. leukozyten-Migrations-innibierender Faktor (LIF) .oder Leukozyten- 
Migrations-verstarkender Faktor. Mediatoren die Lymphozyten beeinflussen. Antigen- spezifisc he Oder un- 

20 spezifische HelferzeNfaktoren oder Antiktirperproduktion-supprimierende Faktoren. Mediatoren. die auf an- 
dere Zellen wirken. wie Lymphotoxine, Tumor-Necrosis-Faktor (TNF), Kofonie-stimulierender Faktor (CSF), 
Wachstums-inhibierende und Wachstums-verstarkende Faktoren. insbesondere B-Zell-Wachstumsfaktor 
(BCGF), Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor (IGF), von Blutplattchen abgeleiteter (platelet-derived) Wachs- 
tumsfaktor (PDGF), Fibroblasten-Wachstumsfaktur (FGF) und andere. ferner die Gruppe der Interferone 

25 (IFN) und die Gruppe der Interfeukine (It). 

Interferone haben wie die meisten Cytokine ein Molekulargewicht im Bereich von 10 000 bis 40 000 
Dalton. Sie schQtzen Zellen gegen eine Vielzahi von Viren. inhibieren das Zellwachstum in Kultur. 
beeinflussen die tmmunantworten und erhdhen die Menge Oder Aktivitat gewisser spezifischer intrazelluia- 
rer Enzyme. Interferone werden in drei Klassen unterteilt. namiich Interferon a. 0 und y. NatOrliches 

30 menschliches Interferon alpha (hulFNo) wird durch Leukozyten und tymphoblastoide Zellen hergestellt und 
umfasst mindestens ein Dutzend verse hiedener Polypeptide, die sich in der AminosSurenzusammensetzung 
und im Grad der Glykosylierung unterschelden. NatOrliches menschliches Interferon beta (hulFNtf) wird von 
nahezu alien Kdrperzeilen, beispielsweise von Fibroblasten und in geringem Masse auch lymphoblastoiden 
Zellen. gebildet NatOrliches menschliches Interferon gamma (hulFN-y), das auch tmmun-tnterferon genannt 

35 wird. wird durch T-Lymphozyten oder NK-Zellen hergestellt. Im Gegensatz zu lFNa und IFN0 ist IFN 7 
sSurelabil (pH 2) und unterscheidet sich deutlich in seinen serologischen Eigenschaften. 

Menschtiche Cytokine fOr therapeutische Anwendungen konnen durch Kultur stimulierter normaler 
menschlicher Zellen erhaiten werden. Diese Quelle ist aber wegen der beschrankten Zuganglichkeit zu 
kuftivierbaren menschltchen Zellen. der inharenten Trennprobleme und der Kosten von geringer praktischer 

40 Bedeutung. Gewisse Cytokine konnen auch durch Kultur von kontinuier lichen menschtichen Zeliinien 
gewonnen werden. Die am besten geeignete Methode zur industriellen Herstellung der Cytokine ist jedoch 
die Kultivierung von gentechnotogisch veranderten Bakterien. Pilzen oder SSugetierzellinien. denen die 
genetische Informationen zur Synthase des gewOnschten Cytokins durch rekombinante Gentechnik einge- 
baut worden ist Diese Methode ermdglicht auch die Herstellung von Verbindungen. die sich von natOrli- 

4$ chen Verbindungen unterscheiden und dadurch andere. bessere Eigenschaften fur bestimmte Verwen- 
dungszwecke aufweisen. 

Die therapeutische Anwendung von Cytokines beispielsweise von Interieukin 2. Interferon a oder 
Interferon y , tst nicht ohne Probleme. Sie werden normalerweise schnell abgebaut und/oder ausgeschieden. 
Bei einer systemischen Verabreichung ist es schwierig. die fur eine antiviraie Oder an ti- Tumor- Wirkung 
so notwendige hone Plasma- Konzentation aufzubauen und zu erhaiten. Auf der anderen Seite entstehen 
unerwOnschte Nebenwirkungen. die mogiicherweise auf den Ourchtritt der Cytokine durch die Biut-Hirn- 
Schranke zurUckzufUhren sind. Es besteht deshatb ein ausgesprochenes BedUrfnis fur Wege und Mittel. um 
einerseits ' therapeutisch wtrksame hohe Cytokin*Konzentrationen im Plasma zu erreichen. andererseits 
unerwOnschte Nebenwirkungen in Grenzen zu halten oder zu verringern. 
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Gegenstand der Erfindung 

Es ist Ziel der vorliegenden Erfindung, Cytokine in einer Form zur VerfUgung zu stellen, die die 
VerlSngerung der Aufenthaltsdauer und die Erhohung der Konzentration der Cytokine in Btutpiasma und 
s Geweben ermdglicht. Als besonders geetgnet (Or die Ltfsung dieser Aufgabe erweisen sich Konjugate aus 
einem Cytokin und menschlichem Immunglobulin. gewOnschtenfalls verknOpft Ober einen organischen 
BrOckenbildner, die Oberraschenderweise deuttich ISngere btologische Halbwertszeiten aufweisen als freie 
Cytokine. Femer werden ein Verfahren zur Herstellung der Konjugate. pharmazeutische Zubereitungen und 
ihre Verwendung zur Behandlung von viralen infektionen. und von Tumoren beschrieben. 



Beschreibung der Erfindung 

Die Erfindung betrifft Konjugate von Cytokinen mit menschlichem Immunglobulin. 
75 Ein Cytokin ist ein Idsliches Protein oder Glykoprotetn, wie es von somatischen Zellen, beispielsweise 
von immunkompetenten Zellen, als Antwort auf eine Stimulierung synthetisiert und aHenfails ausgeschieden 
wird. um eine Stoffwechselumstellung benachbarter Zellen zu bewirken. beispielsweise um deren Wachs- 
tumsetgenschaften zu beeinflussen. ferner eine verwandte Verbindung, die sich von einem natOrlichen 
Cytokin durch Austausch, durch Fehien oder durch Zusatz einer Oder mehrerer Aminosauren und/oder 
30 Kohlenhydratreste unterscheiden. oder ein Fragment einer solchen Verbindung, das die biotogische Aktivitat 
beibehalt. Beispielsweise kdnnen eine. zwei, drei oder vier Aminosauren des natOrlichen Peptids durch 
andere Aminosauren ausgetauscht sein oder ganz fehien. eine. zwei. drei oder vier Aminosauren zusatzlich 
vorhanden sein. z.B. am Aminoende des Peptids. einer oder zwei Kohlenhydratreste des natOrlichen 
Glykoproteins durch andere Kohlenhydratreste ausgetauscht sein oder einer. zwei. drei Oder alle Kohlenh- 
25 ydratreste fehien. Femer kdnnen verwandete Verbindungen beispielsweise auch aus Teilen zweier verschie- 
dener Cytokine zusammengesetzt sein. 

Beispiele fOr Cytokine nach dieser Definition sind die natUrlich vorkommenden Faktoren. wie 
Makrophagen-Migrations-inhibierender Faktor (MIF). Makrophagen-aktivierender Faktor (MAF), tnterleukin 1, 
2, 3. 4. 5 Oder 6, Kolonie-stimulierender Faktor (CSF). Lymphotoxin, B-Zellen-Wachstumsfaktor (BCGF). 
30 Interferon alpha (IFNo), Interferon beta (IFNfl) oder Interferon gamma (IFN?), insbesondere die entsprechen- 
den menschlichen Cytokine, femer rekombinante Gentechnik in Prokaryonten. in Eukaryonten oder Sauge- 
tierzellen hergestellte. mit den natOrlichen Faktoren identische oder verwandte Verbindungen. wie rekombin- 
antes MAF, MIF. Interleukin. CSF. BCGF, Lymphotoxin. IFNo. z.B. IFNat. IFNa 2 . IFNaj etc. bis IFNou 
beziehungsweise IFNa/A, IFNa/B. IFNa/D, IFNa/F oder IFNa/B-O-Hybride, IFN0 oder IFN7, femer Fragmen- 
ts te der natOrlichen oder rekombinanten Verbindungen, die die btologische Aktivitat beibehalten. Nicht unter 
die Definition der Cytokine fallen Hormone und Antikorper (auch immunoglobuline genannt), die nach 
Stimulierung mit Antigenen und/oder Mitogenen durch B-Lymphozyten ausgeschieden werden. 

Ein Immunglobulin ist ein humanes Immunglobulin (Antikdrper). das zur Klasse der Immunglobuline A. 
D. E. G Oder M, bevorzugt Immunglobulin G oder M. gehSrt. Dabet weist der variable Teil des immunglobu- 
40 tins eine beliebige Spozifitat auf. Vorzugsweise ist das Immunglobulin im Konjugat der Erfindung ein 
Gemisch von Antikdrpern der gleichen Immunglobulin- Klasse, aber verschiedener. mdglichst vielfSltiger 
Spezifitat, wie es aus Blut von gesunden Menschen gewonnen werden kann. Ein Immunglobulin im 
Konjugat der Erfindung kann aber auch ein polyklonaler oder monoklonater menschlicher Antikdrper 
spezifiscrr auf ein kdrperfremdes Antigen sein. 
45 Ein Konjugat ist ein HybridmolekOI. in dem ein oder mehrere Cytokine und ein oder mehrere 
Immunglobuline kombiniert sind. Es handelt sich um einen chemischen Komplex. in dem die Kopplung uber 
eine chemische Bindung. etwa Ober eine ionische oder kovalente Bindung oder gegebenenfalls Ober einen 
BrOckenbildner. beispielsweise einen organischen BrOckenbildner. erfofgt Oder um ein Assoziat der beteilig- 
ten MolekOle. Die genannten chemischen Komplexe oder Assoziate sind vorzugsweise unter physiologi- 
st) schen Bedingungen stabil. 

Die Erfindung betrifft vorzugsweise Konjugate der Formel 

Ck-Z-lg . (I), . 

55 worm Ck den Rest eines natOrlichen humanen oder eines rekombinanten Cytokins. Ig den Rest eines 
menschlichen Immunglobulins und Z eine kovalente Bindung oder einen kovalent gebundenen organischen 
BrOckenbildner darstellen und worin Ck. If und/oder Z auch mehrfach vorkommen kdnnen. 

Der Rest Ck ist etn- Oder mehrwenig. z.B. zwei- oder dreiwertig. abh^ngig von der Anzahl der 
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Wasserstoffatome und/oder Hydroxygruppen. die durch Bindungen zu BrOckenbildnern Z Oder 
tmmunglobulin-Resten Ig ersetzt sind. 

Oer Rest tg ist ein- Oder mehrwertig, z.B. zwei-. drei-. vier-. fOnf-oder sechswertig. abhangig von der 
Anzaht der Wasserstoffatome und/oder Hydroxygruppen. die durch Bindungen zu BrOckenbildnern Z Oder 

5 Cytokin-Resten Ck ersetzt sind. 

In Konjugaten der Formel t. worin Z eine kovalente Bindung ist, kdnnen Cytokine und Immungtobuline 
durch eine Amidbindung zwischen einer endstSndigen Aminofunktion Oder einer Seitenketten-Aminofunktion 
des einen Peptids und einer endstSndigen Carbon saurefunktion Oder einer Seitenketten-CarbonsSurefunk- 
tion des andem Peptids. Oder durch eine Kohlenstoff-Stickstoff- Bindung zwischen einer endstSndigen 

jo Aminofunktion Oder einer Seitenketten-Aminofunktion des einen Peptids und einem Kohlenhydratrest des 
andem Glykoproteins verbunden sein. 

tn solchen Konjugaten. worin Z eine kovalente Bindung ist. sind die Reste des Cytokins und des 
Immunglobulins vorzugsweise durch eine Amidbindung zwischen der endstandigen Carboxyfunktion des 
Cytokins und einer Aminofunktion des Immunglobulins Oder durch eine Kohlenstoff-Stickstoff-Btndung 

rs zwischen einer Aminofunktion des Cytokins und einem Kohlenhydratrest des Immunglobulins verbunden. 

Ein organischer BrOckenbildner Z ist ein mehrwertig er, z.B. 2-. 3- Oder 4-wertiger Kohlenwasserstoffrest. 
welcher gewOnschtenfalls substituiert ist und/oder worin eiries oder mehrere Kohlenstotfatome gewOnsch- 
tenfalls durch Heteroatome ersetzt sind. und welcher durch eine Amid-. Ester-. Amin-. Thioether-, Thioester- 
oder Oisulfid-Einfachbindung oder durch eine Kohlenstoff-Stickstoff-Ooppelbindung kovalent an das Cytoktn 

20 und den tmmungiobulinrest gebunden ist. Solche Kohlenwasserstoffreste haben bis zu 30. insbesondere 4- 
20 Kohlenstotfatome. und sind z.B. aliphatischer. cycloaliphatischer. aromatischer. araliphatischer oder 
aliphatisch-cyctoaliphatischer Natur. Substituenten solcher Kohlenwasserstoffreste Z sind beispielsweise 
eine Oder mehrere. z.B. zwei. gewOnschtenfalls geschOtzte Hydroxygruppen. Oxo-. gewOnschtenfalls 
geschOtzte Amino-. Imino-. Nitro-. Niederalkoxy-. Niederalkylamino-. Diniederalkylamino-. Niederalkyl-, ge- 

25 wOnschtenfalls geschiitzte Hydroxyniederalkyk gewUnschtenfalls geschUtzte Aminoniederalkyh gewOnsch- 
tenfalls geschOtzte Mercaptoniederalkyl-, Methylthioniederalkyk gewOnschtenfalls geschOtzte 
Carboxyniederalkyl-. Carbamoylniederalkyk Amidinoniederalkyl-. Arytniederalkyl-. z.B. Phenylniederalkyl- 
oder gewOnschtenfalls geschOtzte Hydroxyphenylniederalkyl-. und Heteroarylniederalkyl-. z.B. gewOnsch- 
tenfalls geschOtzte Indolylniederalkyl- oder tmidazolylniederalkyl-Gruppen. In solchen Kohlenwasserstoffre- 

30 sten Z sind Heteroatome. die Kohlenstotfatome ersetzen. beispielsweise Sauerstoff. Schwefel und/oder 
Stickstoff. wobet die Stickstoffatome gewOnschtenfalls durch Niederalkyl substituiert sind oder Teil eines 
cycloaliphatischen Ring darstellen. 

Zweiwertige Kohlenwasserstoffradikale sind beispielsweise Niederalkylen. Cycloalkylen. Phenylen oder 
Kombinationen dieser Reste. wie Niederalkylen-cycloalkylen. Niederalkylen-phenylen. Niederalkylen- 

05 cycloalkylen-niederalkyten, Niederalkylen-phenylen-niederalkylen oder 3hnliches. Zweiwertige Kohlenwas- 
serstoffradikale. worin Heteroatome Kohlenstotfatome ersetzen, sind beispielsweise Amino-niederalkylen. 
Niederalkylen-amino-niederalkylen, Hydrazino-phenylen-amino, Oxy-niederalkylen, Niederalkylen-oxy-niede- 
rafkyten, Thio-niederalkylen. Niederalkylen-thio-niederalkylen, Niederalkylen-dithio-niederalkyten und Azacy- 
cloalkylen. worin ein Stickstoff ein Ring-Kohlenstoffatom ersetzt. und Kombinationen der genannten Reste. 

40 wie beispielsweise 2-10 sich wiedemolende Einheiten von gleichen oder verschiedenen Amino- Niederalky* 
tenresten. welche gewOnschtenfalls mit Hydrazino-phenylen. Amino-niederalkylen-dithio-niederalkylen-ami- 
no. Niederaikyten-azacycloalkylen. Niederalkylen-azacycloalkylen-thio-niederaikylen, Ntederaikylen- 
phenylen-azacycloalkylen. Niederalkylen-cycloaJkylen-azacycloalkylen, Niederalkylen-oxy- oder amino- 
niederalkyten-azacycloalkylen. Azacycloalkylen-phenylen-azacycloaikylen, NiederaJkylen-amino-phenylen- 

45 amino-niederalkylen. Niederalkylenoxy-ntederalkylen-oxy-niederalkylen oder ahnlichem verbunden sind, 

Dreiwertige Kohlenwasserstoffradikale sind beispielsweise NiederaJkylenmethyliden, Phenylen-niederai- 
kyliden und ahnliche Reste und die entsprechenden Reste. worin Stickstoffatome Kohlenstoffatome erset- 
zen. beispielsweise Amino-phenylen-hydrazinyliden. Vierwertige Kohlenwasserstoffreste sind beispielsweise 
Niederalkandiyliden. Cycloalkandiyliden oder ahnliche Reste. ; 

so Oer Ausdruck "Nieder" in Verbindung mit Niederalkyl. Niederalkoxy. Niederalkylen oder ahnlichem 
bezeichnet solche Gruppen mit 1-7. bevorzugt mit 1-4. Kohlenstottatomen. Niederalkyl hat vorzugsweise bis 
4 Kohlenstoffatome und ist beispielsweise Methyl. Ethyl. Propyl. Isopropyl, Butyl. Isobutyl. sec-Butyl Oder 
tert-Butyl. Niederalkoxy hat vorzugsweise bis zu 4 Kohlenstoffatome und ist beispielsweise Methoxy. 
Elhoxy. Propoxy oder Butoxy. Niederalkylen hat vorzugsweise bis zu 7 Kohlenstoffatome und ist beispiels- 

55 weise Methylen. Ethylen. 1 ,3-Propyien. t.4-Butylen oder 1.6-Hexylen. 

Cycloalkylen hat vorzugsweise 3-8 Kohlenstoffatome und ist beispielsweise 1 ,2-Cyclopentylen. 1.3- 
Cyclopentylen, 1 .4-Cyclohexylen oder 1 .5-Cyc»ooctylen. Phenylen ist 1.2-. 1.3- Oder 1 ,4-Phenylen. Azacy- 
cloalkylen ist beispielsweise l-Aza-l.2-cyctopentylen. l-Aza-l.3-cyclopentylen oder l-Aza-1.3-cyclohexylen. 
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Schutzgruppen sind jene, welche Oblicherweise in der Peptid-und/oder Kohlenhydrat-Chemie verwendet 
werden. 

Eine geschUtzte Aminogruppe liegt beispielsweise in Form einer leicht spaltbaren Acylamino-. 

Arylmethylamino-. 2-Acyl-niederalkyIenyM-arninc~. Sitylamino- odor in der Form einer Azido-Gruppe vor. 
s Bevorzugte Aminoschutzgruppen sind Acylradikale von KohlensSure-Halbestem. insbesondere tert-Butox- 

ycarbonyl. gewOnschtenfalls substituiertes Benzyloxycarbonyl. Diphenylmethoxycarbonyl. 2-Halo-niederal- 

koxyca/bonyl, Trityl Oder Formyl 

Eine Hydroxygruppe ist beispielsweise in Form einer leicht spaltbaren Acyloxygruppe. insbesondere 

einer Oxycarbonyloxy-Gruppe. wie tert-Butoxycarbonyloxy. Benzyloxycarbonyloxy oder 2-Halo-niederalkox- 
io ycarbonyloxy. oder einer leicht spaltbaren Ethergruppe. insbesondere Arylmethytoxy. wie Trityloxy. 1- 

Oxyalkyloxy. wie 1-Ethoxyethoxy oder 2-Tetrahydropyranyloxy. und Silyloxy. wie tert-Butyldimethylsilyloxy 

geschOtzt. 

Eine Carboxygruppe ist beispielsweise in Form einer leicht spaltbaren Estergruppe geschOtzt. Bevor- 
zugte Carboxy-Schutzgruppen sind tert-Butoxy, gewOnschtenfalls . substituiertes Benzyioxy, Diphenyime- 

15 thoxy, Allyfoxy und 2*(Trimethylsilyl)ethyloxy. 

Eine Mercaptogruppe ist beispielsweise in Form einer leicht spaltbaren Thioester-. Monothioacetak 
Thioether- oder Oisulfidgruppe geschOtzt. 

Ein BrOckenbildner Z ist mit dem Cytokin- und dem Immunglobulin-Rest beispielsweise Ober eine 
Amidbindung zwischen der endstandigen Aminofunktion oder einer Seitenketten-Aminofunktion des Cyto- 

20 kins Oder Immunglobulins und einer Carboxyfunktton von Z, durch eine Amidbindung zwischen einer 
endstandigen Carboxyfunktion oder einer Seitenketten-Carboxyfunk tion des Cytokins oder tmmunglobulins 
und einer Aminofunktion von Z. einer Stickstoff-Kohlenstoff-Einzet- oder Ooppelbindung zwischen einer 
endstandigen oder einer Seitenketten-Aminofunktion des Cytokins oder Immunglobulins und einem Kohlen- 
stoffatom von Z, durch eine Kohlenstoff-Stickstoff-Einzel- Oder Doppelbindung zwischen einem Kohlehydra- 

*s trest des Immunglobulins und einer Amin-oder Hydrazin-Funktion von Z. durch eine Esterbindung zwischen 
einer Hydroxyfunktion einer Aminosaure oder eines Kohlenhydratrestes des Cytokins oder Immunglobulins 
und einem Kohlenstoffatom von Z. durch eine Thioether- oder Thioester- Bindung zwischen einer Mercapto- 
funktion eines Cysteinrestes des Cytokins oder des Immunglobulins und einem Kohlenstoffatom von Z oder 
durch eine DisulfidbrOcke zwischen einer Mercaptofunktion eines Cysteinrestes des Cytokins oder Immun- 

30 globulins und einer Mercaptofunktion von Z verknOpft. 

Ein BrOckenbildner Z ist beispielsweise 1 -Oxoniederalkyten oder 1*Oxo~niederalkylen-amino. wie 
Carbonyl-propylen. Carbonyhpropylen-amino. Carbonyl-ethylen, Carbonyl-ethylen-amino. Oder vorzugsweise 
Carbonyl-methylen. Vorzugsweise ist eine solche Gruppe Z an das Cytokin oder Immunglobulin an der 
Carbonylgruppe und am Aminrest durch eine Amidverbindung geknOpft und gegebenenfalls am 

ss Niederalkylen-Ende durch eine Kohlenstoff-SUckstoff-Einfachbindung gebunden. 

Ein weiterer BrOckenbildner Z ist beispielsweise ein divalenter oder trivalenter Rest bestehend aus 1 bis 
ungefShr 10. vorzugsweise i bis 3. Carbonyl-methylen-amino-Gruppen und gewOnschtenfalls einer 
Carbonyl-methylen-, einer Phenylen-hydrazirto- oder einer Phenylen-hydrazinyliden-Gruppe. In solch einer 
Carbonyl-methylen-amtno-Gruppe ist Methylen gewOnschtenfalls durch Niederalkyl. Hydroxyniederalkyl. 

40 Aminoniederalkyl, Mercaptoniederalkyl, Methylthioniederalkyl. Carboxyniederalkyl. Carbamoylniederalkyl. 
Amidtnoniederalkyl. Phenylniederalkyl. Hydroxyphenylniederalkyl. Indolytniederalkyl oder Imidazotytniederal- 
kyl substituiert. beispielsweise wie in den Resten der natOrlich vorkommenden Aminosauren Glycin. Alanin, . 
Valin. Leucin, Isoleucin. Serin, Threonin, Lysin, Cystein. Methionin. Asparagin, Glutamin. AsparaginsSure. 
GlutaminsSure. Arginin. Phenylalanin, Tyrosin. Tryptophan oder Histidin. Methylen und Amino in einer 

45 Carbonyl-methylen-amino-Gruppe kSnnen auch durch Niederalkylen Oberbruckt sein. z.B. wie im Rest der 
natOrlich vorkommenden Aminosaure Prolin. Die Carbonyl-methylen-amino-Gruppen sind untereinander und 
mit der Caibonyl-methylen-Gruppe durch Amidbindungen verknOpft Vorzugsweise ist ein solcher BrOcken- 
bildner mit dem Cytokin oder Immunglobulin am Carbonyl-Ende und am Amino-Ende durch eine Amidbin- 
dung verknOpft und. falls zutreffend. am Methylen-Ende Oder am Hydrazin-Ende durch eine Kohtenstoff- 

50 Stickstoff-Einfachbindung und am Hydrazinyliden-Ende durch eine Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindung. 

Beispiele fOr solche BrOckenbildner sind die Tripeptid-Reste Glycin-Alanin-Arginin. Isoleucin-Alanin* 
Tyrosin. die Pentapeptid-Reste leucin-Glycin-Alanin-Alanin-Arginin. Glycin-Glycin-Leucin-Alanin-Tyrosin. 
Alanin-lsoleucin-Aianin-lsoleucin-Lysin und BrOckenbildner. in welchen diese Peptid-Reste am Stickstoffen- 
de an Carbonyl-methylen. 4-Phenylen-hydraztno Oder 4-Phenylen-hydrazinyliden gebunden sind. 

55 Ein weiterer BrOckenbildner Z ist ein zweiwertiger Rest Amino-niederalkylen-thio. vorzugsweise Amino- 
ethylen-thto. Oxoniederalkylen-thio. vorzugsweise C a/bony l-methylen-thio oder Carbonyl-ethylen-thio. 
Methyten-carbonyl-methylen-thio Oder t-lminoniederalkyien-thio. vorzugsweise Carbonimidoyl-propylen-thio. 
In einem solchen BrOckenbildner ist die Thiofunktion an einen Cystein- Rest des Cytokins oder Immunglobu- 
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Hns Ober eine DisutfidbrUcke gebunden. 

Ein weiterer BrOckenbildner Z ist der zweiwertige Rest Amino-niederakylen-dithio-niederalkylen-amino. 
vorzugsweise Amino-ethylen-ditbioethylen-amino, Oder Oxoniederalkylen-dithio-oxoniederalkyten, vorzugs- 
weise Carbonyl-methylen-dithio-methylen-carbonyl. Carbonyl-ethylen-dilhio-ethylen-carbonyl Oder Carbonyl- 
propylen-dithio-propylen-carbonyl, Oxoniederalkylen<)ithio-irninoniederalkylen. z.B. Carbonyl-methylen-, - 
ethylen- oder -propylen-dithio-propyten-carbonimidoyl, Oder lminoniederalkylerv«JithicHminoniederalkylen, 
z.B. Carbonimtdoyhpropylen-dithio-propyten-carbonimidoyl Oder Carbonimidoyl-butylen-dithio-butylen-car- 
bonimidoyl. In solchen BrOckenbildnern ist die Carbonylfunktion an das Cytokin oder das tmmunglobulin 
vorzugsweise Ober Amidbindungen und die Carbonimidoylfunktion vorzugsweise Uber Thioiminoesterbin- 
dungen geknUpft. 

Ein weiterer Brtickenbildner Z ist beispielsweise der zweiwertige Rest, der einerseits aus Oxoniederah 
kylen, wie Carbonyl-ethylen. aus Carbonyl-cycloalkyliden. wie Carbonyl-1,4-cyclbhexylen, aus Methylen- 
carbonyl-methylen. Methylen-carboxy-niederalkylen. wie Methylen-carboxy-methylen. aus Methylen- 
carboxamido-niederarkylen. wie Methylen-carboxamido-methylen. oder aus Carbonyl-phenylen, vorzugswei- 
se Carbonyl-1 ,3-phenylen und andererseits aus i-Succinimidy!en-3. t-Succinimidylen-3-thio-niederalkylen- 
amino, wie i-Succinimidylen-3-thio-ethylen-amino. aus l-Succinimidyien-3-thio-oxoniederalkylen. worin Nie- 
deralkylen beispielsweise Ethylen oder vorzugsweise Propylen ist. aus l«Succinimidylen-3-thio-methylen- 
carbonyt-methyten oder aus l-Succinimidylen-3-thio-iminoniederalkylen, worin Niederalkylen vorzugsweise 
Butylen darstelit. aufgebaut ist. Die beiden Gruppen des BrUckenbildners sind untereinander Uber das 
Stickstoffatom von Succinimidyten verknuptt. Ein l-Succinimidylen-3-Rest eines BrOckenbildners ist bei- 
spielsweise am Kohlenstoff 3 an eine Mercaptogruppe eines Cysteinrestes des Cytokins oder Immunglobu* 
lins gebunden. Besonders bevorzugt sind die 8ruckenbildner Carbonyl-1 ,3-phenylen-l -succinimidylen-3- 
thio-ethyten-carbonyl und Carbonyl-1.3-phenylen-1-succinimidylen-3-thio-propylen-carbonimidoyl. die an 
das Cytokin und das tmmunglobulin durch Amidbindungen oder eine Thioiminoesterbindung geknUpft sind. 

Ein weiterer BrOckenbildner Z ist beispielsweise ein zweiwertiger. Niederalkylenrest. ein dreiwertiger 
Niederalylen-methyliden-Rest Oder ein vierwertiger Niederalkandiyliden-Rest, wobei diese Reste durch 
Niederaikyl substituiert sein konnen. beispielsweise 1 .5-Pentyten. 3-Methyt-1.5-pentyien, 3.3- Dimethyl- 1.5- 
pentylen, 1.6-Hexylen. 1 ,4-Butylen-methyliden. 1.5-Pentdiy!iden, 3- Methyl- 1 .5-pentdiyliden. oder 3.3- 
DimethyM.S-pentdiyltden, vorzugsweise 1.5-Pentylen und 1 .5-Pentdiyliden. Solch ein Brtickenbildner ist 
vorzugsweise mit dem Cytokin und dem tmmunglobulin durch eine Kohlenstorf-Stickstoft-Einfachbindung 
Oder Ooppelbindung verkntipft. 

Ein weiterer BrOckenbildner Z ist beispielsweise ein zweiwertiger Niederalkylen-Rest mit 2-Hydroxy- 
Gruppen. beispielsweise 2,3-Dibydroxy-l,4-butylen oder vorzugsweise 2.4-Dihydroxy-l,5-pentylen, oder 
Niederalkylen-oxy-niederalkylen und Niederalkylen-oxy-niederalkylen-oxy-nieder alkylen mit 2 Hydroxy* 
Gruppen. biespielsweise (2-Hydroxy-1,3-propylen)-oxy-(2-hydroxy-l.3-propylen) Oder (2-Hydroxy-t.3-propy- 
len)-oxy-(l.4-butylen)-oxy-(2-hydroxy-l,3-propylen). Ein solcher BrOckenbildner ist vorzugsweise an das 
Cytokin und ImmunglobuHn Ober eine Kohlenstoff-SUckstoff-Einfachbindung verknOpft. 

Ein weiterer BrOckenbildner Z ist beispielsweise ein zweiwertiger Carbonyl-amino-phenylen-amino- 
carbonyl-Rest. der gewOnschtenfalls durch Niederalkyl-Gruppen substituiert ist, z.B. Carbonyl-amino-1.4- 
phenyten-amino-carbonyl oder Carbonyl-amino-1-methy 1-2.4- oder 2.6-phenylen-amino-carbonyl. oder die 
entsprechenden Thiocarbonyt-Reste. Ein solcher BrOckenbildner ist an eine Aminogruppe des Cytokins und 
des Immunglobulins durch eine Amidbindung geknUpft und steltt auf diese Weise ein Harnstoff- bzw. 
Thiohamstoff-Derivat dar. 

Die erfmdungsgemassen Konjugate weisen im Vergleich zu den Cytokinen allein Oberraschenderweise 
eine wesentlich hdhere Halbwertszeit der Verweildauer in Blutplasma und Geweben auf. Diese Beobachtung 
kann beispielsweise gemacht werden. indem Cytokine allein. erfindungsgemasse Konjugate und Gemische 
von nicht-konjugierten Cytokinen und ImmunglobuHn Versuchstieren. z.B. MSusen. Ratten oder Kaninchen. 
intravends. subkutan oder intramuskulSr injiziert. in verschiedenen Zeitabsta'nden Blut- oder Gewebeproben 
entnommen werden und deren Gehalt an Cytokin bzw. Cytokin-Konjugateh bestimmt wird. Dabei zeigt sich. 
dass die Halbwertszeit der Verweildauer der erfindungsgemassen Konjugate im Vergleich zu Cytokinen 
allein oder in Cytokin-lmmunglobulin-Mischungen urn einen Faktor 5 oder mehr erhoht ist. 

Die erfindungsgemassen Konjugate kdnnen deshalb wie die entsprechenden Cytokine allein zur 
Behandlung von viralen Infektionen und/oder von Tumoren verwendet werden. Gegenuber den Cytokinen 
seibst weisen die erfindungsgemassen Konjugate jedoch den Vorteil aul. dass sie wegen der langeren 
Verweilzeit im Organismus und insbesondere in der Blutbahn oder Gewebeteilen in deutlich geringeren 
Mengen eingesetzt werden kdnnen. Im weiteren ist zu erwarten. dass die erfindungsgemassen Konjugate 
bei direkter Applikation am Wirkungsort dort linger verweilen und damit weniger Nebenwirkungen. z.B. im 
Zentralnervensystem, hervorrufen. 
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Die Erfindung betrifft insbesondere Konjugato der FormeM. worm 
Ck den Rest eines natUrtichen Oder rekombinanten humanen Interferons. Interleukins. einer verwandten 
Verbindung oder eines Fragments, das die biologische Aktivitat beibehalt. darsteilt. beispielsweise Interfe- 
ron alpha, beta Oder gamma. Interleukin 2 Oder ein rekombinantes Protein Oder Glykoprotein. in dem eine. 
s zwei, drei Oder vier AminosSuren eines Interferons oder Interleukins ausgetauscht sind oder fehlen. 
zusatzlich eine. zwet, drei oder aile Kohlenhydratreste eines Interferons Oder Interleukins fehlen. Teile 
zweier verschiedener Interferone Oder Interleukine miteinander kombiniert sind oder nur biologisch aktive 
Teil des Interferons Oder Interleukins vorhanden ist. 

Ig den Rest eines natUrtichen humanen Immunglobulins darsteilt. beispielsweise ein Immunglobuiin G oder 

ro M aus Blut eines gesunden Menschen, . 

Z eine kovalente Bindung oder einen kovaJent gebundenen. zwet*. dret-oder vierwertigen Kohlenwasserstoff- 
rest darsteilt welcher gewOnschtenfalls substituiert ist und/oder worin gewOnschtenfalls eines oder mehrere. 
z.B. zwei. drei oder vier. Kohlenstoffatome durch Sauerstoff-. Schwefel-und/oder gegebenenfalls substituier- 
te Stickstoffatome ersetzt sind. beispielsweise Niederalkylen. Cycloalkylen. Phenylen und Kombinationen 

15 der drei genannten Reste untereinander und/oder mit Oxy, Thio und gegebenenfalls durch Niederalkyl 
substituiertem Amino, femer mit Azacycloalkylen. wobei die genannten Reste durch Hydroxy. Oxo. Amino. 
Imino. Niederalkoxy. Niederalkylamino. Diniederalkylamino. Niederalkyl. Hydroxyniederalkyl. Aminoniederat- 
kyl, Mercaptoniederalkyl. Methylthioniederalkyl. Carboxyniederalkyl. Carbamoylniederalkyl. Amidinoniederal- 
kyl. Phenylniederalkyl. Hydroxypheny (niederalkyl. Indolylniederalkyl oder Imidazolylniederalkyl substituiert 

20 sein konnen. femer Niederalkylen-methyliden. Phenylen-niederalkyliden, Amino-phenyten-hydrazinyliden. 
Niederalkandiyliden oder Cycloalkandiyliden. 

und worin Ck. Ig und/oder Z auch mehrfach. beispielsweise zwei- Oder dreifach. vorkommen konnen. 

Ganz besonders betrifft die Erfindung Konjugate der Formel I. worin 
Ck den Rest eines natQrlichen oder rekombinanten humanen Interferons oder einer verwandten Verbindung 

25 darsteilt beispielsweise natOrliches Interferon alpha. natOrtiches Interferon gamma, rekombinantes Interferon 
alpha. z.B. IFN«,. IFNo,, IFNo 3 bis IFNou beziehungsweise lFNa/A. iFNa/B. IFNo/O. IFNa/F oder IFNa/B- 
r>Hybrid in glykosylierter oder unglykosylierter Form und mit gewOnschtenfalls ausgetauschten. fehlenden 
Oder einer bis vier zusatzlichen Aminosauren. oder rekombinantes interferon gamma. 
Ig den Rest eines natQrlichen humanen Immunglobulins darsteilt, beispielsweise ein Immunglobuiin G Oder 

30 M aus Blut eines gesunden Menschen. und 

Z eine kovalente Bindung oder einen kovalent gebundenen zwetwertigen Kohlenwasserstoffrest darsteilt. 
welcher gewOnschtenfalls durch Oxo Oder Imino substituiert ist und/oder worin eines Oder mehrere. z.B. 
zwet. drei Oder vier. Kohlenstoffatome durch Sauerstoff-. Schwefel-. und/oder Stickstoffatome ersetzt sind. 
beispielsweise unsubstituiertes oder durch Oxo und/oder Imino substituiertes Niederalkylen und Kombinatio- 

35 nen dieses Restes mit Oxy, Thio. Amino. Phenylen und/oder Azacycloalkylen. beispielsweise 1 -Oxoniederai- 
kylen. z.B. Carbonyl-propylen. Carbon yl-ethylen oder Carbonyl-methylen, 1-Oxoniederalkyien-amin6. z.B. 
Carbonyl-propylen-amino Oder Carbonyl-ethylen-amino. Amino-niederalkylen-thio. z.B. Amino-ethylen-thio, 
Oxoniederalkylen-thio, z.B. Carbonyl-methylen-thio, Carbonyl-ethylen-thio oder Methylen-carbonyl-methylen- 
thio. 1-tminoniederaIkyterWhio. z.B. Carbonimidoyl-propylen-thio. Amino-niederalkylen-dithio-niederalkylen- 

40 amino. z.B. Amino-eftylen-dithio-ethylen-amino. Oxoniederalkylen-dithio-oxoniederalkylen, z.B. Carbonyl- 
methylerwJithio-methylen-carbonyl. Carbonyt-ethylen-dithio-ethyleh-carbonyl oder Carbonyl-propyien-dithio- 
propylen-carbonyl, Oxonieder-alkylen-dithio-iminoniederalkyien. z.B. Carbonyl-ethylen-dithio-propylen-carbo- 
ntmidoyl. Iminoniederalkylervdithio-iminoniederaikyten. z.B. Carbonimidoyl-propylen-dithio*propylen-carbont- 
midoyl. Carbonyl-phenylen-succinimidylen, z.B. Ca/bonyl-1,3-phenylen-1-succinimidylen-3. Carbonyl- 

43 phenylen-succinimidylen-thio-niederalkylen-amino. z.B. Carbonyl-1.3- phenylen- 1-succinimidy len-3«thio- 
ethyien-amino, Carbonyl-phenylen-succinimidylen-thio-oxoniederalkylen. z.B. CarbonyM.3-phenylen-t« 
succtnimidylen-3*thio-ethylen*carbonyt oder Carbonyl>phenylen-succinimidylen>thro-iminoniederaJkylen. z.B. 
Carbony»-1.3-phenylen-1-succinimidylen-3-thio-propylen-carbonimidoyl. 

In erster Unie betrifft die Erfindung Konjugate der Formel I. worin Ck den Rest eines naturlichen oder 

so rekombinanten humanen Interferons alpha, z.B. tFNa 7b Oder lFNo*B-0-Hybrid. Ig den Rest eines natQrlichen 
humanen immunglobulins G. beispielsweise wie es aus Blui eines gesunden Menschen gewonnen werden 
kann. und Z einen kovalent gebundenen. durch Oxo und/oder Imino substituierten Niederaikylen-dithro- 
niederalkylen-Rest beispielsweise Carbonyl-ethylen-dithio-ethylen-carbonyl. Carbonyi-ethylen-dithio- 
propylen-carbonimidoyl oder Carbonimidoyl-propyien-dithio-propylen-carbonimidoyl. darstellen. 

55 Zualtererst betrifft die Erfindung die in den Beispielen genannten Konjugate. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung von Cytokinen mit menschlichem Immunglo- 
buiin. dadurch gekennzeichnet. dass ein Cytokin mit menschlichem Immunglobuiin und gewOnschtenfalls 
einem BrOckenbildner umgesetzt wird. Oie Konjugatton erfolgt nach an sich bekannten Methoden. 
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Die Erfindung betrifft vorzugsweise ein Verfahren zur Hersteilung von Konjugaten der Formal 
Ck-Z-lg (I). 

5 dadurch gekennzeichnet, dass 2 Oder 3 reaktive Teile des Konjugats der Formal I so miteinander zur 
Reaction gebracht werden. dass ein Konjugat mit kovalenten Bindungen gebildet wird, und das Konjugat 
isoliert wird. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung das genannte Verfahren. dadurch gekennzeichnet, dass 

a) zur Hersteilung eines Konjugates der Formal I, worm die Tail durch eino Amtdbindung verknUpft 
to sind. ein Toil enthaltend eine Aminogruppe mit den komplementaren Teil enthaltend eine Carbonsaure- 

Gruppe Oder mit einem reaktive n Oerivat davon kondensiert wird. oder 

b) zur Hersteilung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Disulfidbindung 
verknQpft sind. zwei komplementare Teile. die beide eine Mercaptogruppe enthalten. mit einem milden 
Oxidationsreagens behandelt werden, oder 

is c) zur Hersteilung eines Konjugates der Formel I, worin die Teile durch eine Disulfidbindung 

verknUpft sind. ein reaktives. substituierbares funktionelles Derivat der Mercaptogruppe eines Teils mit dem 
komplementaren Teil enthaltend eine Mercaptogruppe substituiert wird. oder 

d) zur Hersteilung eines Konjugates der Formel I, worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Schwefel- 
Bindung verknUpft sind. ein Teil enthaltend eine Mercapto-Gruppe an den komplementaren Teil enthaltend 

20 eine Kohlenstotf-Kohlenstoff-Doppelbindung oder enthaltend eino Epoxid-Funktion addiert Oder eine 
Kohlenstoff-Halogen-Bindung durch die Mercapto-Gruppe substituiert wird. oder 

e) zur Hersteilung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Stickstoff- 
Einzel- Oder Doppelbindung verknUpft sind. eine Aldehyd-Gruppe eines Teiles mit dem komplementaren 
Teil enthaltend eine Amino- oder eine Hydrazino-Gruppe kondensiert wird, und gewOnschtenfalls die 

25 erhaltltche KohlenstOff-Stickstoff-Doppelbindung zu einer KohlenstoH-Stickstoff-Einfachbindung mit einem 
Reduktionsmittel reduziert wird. oder 

f) zur Hersteilung eines Konjugates der Formel I, worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Stickstoff- 
Einfachbindung verknUpft sind. ein Teil enthaltend eine Amino- Oder eine Hydrazino-Gruppe an den 
komplementaren Teil enthaltend eine Epoxid-Funktion addiert oder eine Kohlenstoff-Halogen-Bindung durch 

30 die Amino- Oder Hydrazino-Gruppe substituiert wird. 

Paare von Teilen, die zusammen gemass Verfahren a) mit einer Amidbindung verknupft werden 
ktinnen, sind beispielsweise ein Cytokin und ein Immungtobulin. die beide eine freie Carboxy gruppe bzw. 
eine freie Aminogruppe enthaJten, ein Cytokin und ein Immunglobulin substituiert durch einen oder mehrere 
BrUckenbildner enthaltend eine freie Carboxy- und/oder Amino-Gruppe. ein Cytokin substituiert durch einen 

35 Oder mehrere BrUckenbildner enthaltend eine freie Carboxy-und/oder Amino-Gruppe und ein Immunglobu- 
lin, oder ein Cytokin und ein Immunglobulin, die beide einen Bruckenbildnerteil enthaltend eine freie 
Carboxy-Gruppe beziehungsweise eine freie Aminogruppe tragen und diese beiden Teile zusammen einen 
BrUckenbildner Z ergeben. Solche Paare von Teilen oder Mlschungen von drei Teilen bestehend aus 
Cytokin, Immunglobulin und einem BrUckenbildner enthaltend eine freie Carboxy- und eine freie Amino- 

40 Funktion werden mit einem Kondensationsmittel behandelt. Geeignete Kondensationsmittel sind jene, die 
Oberlicherwoise in der Peptid-Chemie verwendet werden. z.B. Carbodiimide, z.B. N.N-Dicyclohexylcarbodii- 
mid. vorzugsweise wasserttfsliche Carbodiimide wie N-Ethyl-N -(3-dimethylaminopropylKarbodiimid oder 
N-Ethyl-N-morpholinopropylKarbodiimid. Oder Isocyanide. z.B. 2-(N-Morpholino-ethyl)-tsocyanid. ge- 
wOnschtenfalls in Gdgenwart eines tertiMren Amins. z.B. Triethylamin. N-Methytmorpholin oder 4-Oimethyla- 

45 minopyridin, und einer aktrvierten, esterbildenden Hydroxy- Verbindung. z.B. N-Hydroxysuccinimid. N- 
Hydroxy-5-norbomen-2.3-dicarbonsaureimid oder 1 -Hydroxybenztriazol. Andere geeignete Kondensations- 
mittel sind beispielsweise 2-Ethoxy-i-ethoxycarbonyH.2-dihydrochinolin oder aktivierte Phosphate wie 
Oiphenylphosphorazidat Oder Diethylphosphorcyanidat gewUnschtenfalls in Gegenwart eines tertiSren 
Amins. Die Kondensatton wird in einem wSssrigen Ldsungsmittel. das gegebenenfalls einen organischen 

so oder anorganischen Puffer und'oder ein mischbares organisches VerdUnnungsmittel enthalt. z.B. ein 
Niederalkanol. z.B. tert-Butanol. ein Niederalkandiol. z.B. Glykol. Oimethylformamid. Acetonitril oder ahnli- 
ches. bei Temperaturen zwischen ungefahr -20* C und ungefa*hr ♦SO* C. vorzugsweise zwischen 5*C und 
Raumtemperatur. durchgefUhrt. 

Reaktive funktionelle Oerivate von Teilen im Verfahren a) konnen in situ gebildet werden und sind 

55 beispielsweise reaktive Carbons3ure-Derivate. z.B. aktivierte Carbonsaureester. reaktive gemischte Anhydri- 
de, reaktive cyclische Amide. Isocyanate Oder Isothiocyanate. 

Aktivierte Ester von Carbon sa*uren sind beispielsweise vom Vinylester-Typ. z.B. etgentliche Vinylester. 
Carbamoyrvinylester oder 1 -Niederalkylvinylester. Ester vom Amidin-Typ, z.B. N.N'-disubstituierte Amidi- 
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noester. welche durch Behandlung der entsprechenden Sa*ure mit einem geoigneten N.N-disubstituierten 
Carbodiimid erhalten werden konnen, beispieisweise mit N.N-Dicyclohexylcarbodiimid. Oder auch N,N- 
disubstituierte Amidinoester, geeignete Arylester, insbesondere durch elektronenanziehende Substituenten 
substituierte Phony tester. z.B. 4-Nitrophenyh 2,4.5-TrichlorphenyK Pentachlorphenyl- Oder 4-Phenyldiazo- 
5 phenylester, Cyanmethylester, Thioester. insbesondere Nitrophenylthioester. Oder vorzugsweise Amino- 
oder Amidoester, welche beispieisweise durch Behandlung der entsprechenden S3ure mit einer N- 
Hydroxyamino-oder N- Hydroxy am ido-Verbindung erhalten werden, beispieisweise mit N-Hydroxysuccinimid, 
N-Hydroxypiperidin. N- Hydroxy phthaJi mid, N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarbonsaureimid Oder 1 -Hydroxy- 
benztriazol. 

*o Reaktive gemischte Anhydride von S3uren sind beispieisweise Anhydride mit anorganischen Sauren. 
beispieisweise SSurehatogenide. insbesondere SSurechloride. Anhydride mit Kohlensaureniederalkylhalbe- 
stern. Anhydride mit dihalogenierten, insbesondere dichlorierten Phosphorsauren Oder Phosphorsaure- 
Oerivaten. Anhydride mit starken Carbonsduren, z.B. mit TrifluoressigsSure. Oder Anhydride mit organischen 
SulfonsSuren, z.B. mit Niederalkansulfonsauren Oder Arylsulfonsauren. wie Methan- oder p-Toluolsulfonsau- 

15 re. 

Geeignete cyclische Amide sind insbesondere solche mit fUnfgliedrigen aromatischen Diazaheterocy- 
clen, beispieisweise Amide mit Imidazol Oder Pyrazol. z.B. mit 3.5-Dimethylpyrazol. 

Reaktive CarbonsSurederivate werden mit einem Reaktionspartner enthaltend eine freie Aminogruppe 
unter den gletchen Reaktionsbedingungen, wie oben fUr nichtaktivierte Teile beschrieben. umgesetzt. mit 
20 dem Unterschied, dass das Kondensationsmittel weggelassen werden kann. Vorzugsweise wird eine 
sSurebindende Verbindung zugesetzt. . beispieisweise ein Alkalimetallcarbonat oder -bicarbonat, z.B. 
Natrium- Oder Kaliumcarbonat oder Natrium- oder KaJiumbicarbonat. Qbiicherweise zusammen mit dem 
entsprechenden Sulfat, Oder eine organische Base, z.B. ein sterisch gehindertes Triniederalkylamin. z.B. 
Elhyldiisopropylamin. 

25 Vorzugsweise sind die reaktiven Carbonsa*uren Oerivate des BrUckenbildners. beispieisweise Dicarbon- 
sauredichloride. aktivierte Dicarbonsaurediester. Diisocyanate, z.B..Phenylen-l,4-diisocyanat Oder 1-Methyh 
phenylen-2.4-diisocyanat Oder Diisothiocyanate. 

Die Ausgangsmaterialien fOr das Verfahren a) sind bekannt oder konnen nach bekannten Verfahren 
hergestellt werden, beispieisweise durch ein Verfahren wie es oben oder im folgenden beschrieben ist. 

30 Paare von Teilen, die gemass Verfahren b) oder c) eine Oisuind-Bindung ergeben konnen, sind z.B. ein 
Cytokin und ein Immunglobulin. welche beide einen BrUckenbildnerteil enthaltend eine Mercaptofunktion 
enthalten und worin die BrOckenbildnerteite zusammen den Rest Z ergeben. Im Verfahren c) liegt die 
Mercapto-Gruppe eines der beiden Teile in Form eines reaktiven. substituierbaren funktionellen Oerivates 
vor. 

35 Geeignete Oxidationsmittel fUr das Verfahren b) der vorliegenden Erfindung sind insbesondere milde 
Oxidationsmittel. beispieisweise Jod. 1 ,2-Dijodethylen, o-Jodbenzoesaure. 1,10-Phenanthrolin und Kupfer- 
sulfat. Kaliumhexacyanoferrat(lll) oder vorzugsweise Sauerstoff Oder Luft. Die Reaktion wird in Wasser oder 
wa*ssriger PufferKSsung bei einem pH zwischen ungefahr 3 und ungefShr 9. vorzugsweise nahe dem 
Neutralpunkt durchgefOhrt. und zwar bei Temperaturen zwischen ungefahr -5 * C und ungefShr Raumtem- 

40 peratur. Das wSssrige Reaktionsmedium enthalt gewOnschtenfalls ein mischbares organisches Idsungsmit- 
tel. beispieisweise einen Niederalkohol. z.B. tert-Butanol. Oimethylformamid. Acetonitril oder Shnliches. 
und/oder ein Alkalimetalljodid. beispieisweise Natrium- oder Kaliumjodid. 

Ein reaktives. substituierbares funktionelles Derivat der Mercapto-Gruppe eines Teiles im Verfahren c) 
kann in situ gebildet werden und ist beispieisweise ein Sulfenylhalogenid. Sulfenamid. Sulfenylsulfon. 

45 ThiosuTfat oder vorzugsweise ein gemischtes Oisulfid. 

Ein Sulfenylhalogenid ist beispieisweise ein Sulfenylchlorid oder ein Sulfenylbromid. Ein Sulfenamid ist 
beispieisweise von einem cyclischen Amin. einem DicarbonsSureimid oder einem Heterocyctus abgeleitet 
und ist z.B. N-Sulfenylpiperidin. N-Sulfenylsuccinimid. N-Sulfenylphthalimid. N-Sulfenyl-5-norbornen-2.3- 
dicarbonsSureimid. 1 -Sulfenylbenztriazol oder l-Sulfenytimidazol. 

so Ein gemischtes Oisulfid ist beispieisweise ein Disulfid mit einem aromatischen Thiol. z.B. mit Thiophe- 
. nol substituiert durch Halogen. Nitro. Cyano Oder Carboxy. z.B. mil o-Chlorthiophenol. 2.4-Oichlorthiophenol 
Oder p-NitrothiophenoJ. oder ein Oisulfid mit einem heteroaromatischen Thiol. z.B. mit Pyridinthiol. vorzugs- 
weise mit 2-Pyridinthiol. mit MercaptopyridincarbonsSure. Chinolinthiol. 2-Mercaptobenzimidazol. 2-Mercap- 
tobenzthiazol Oder mit 2-Mercaptobenzoxazol. 

55 Ein Sulfenyisulfon ist beispieisweise ein Niederalkylthiosullonat. z.B. ein Methanthiosultonat. oder ein 
Benzolthiosuifonat. das gewOnschtenfalls durch Methyl. Nitro oder Halogen substituiert ist. z.B. p-Toluolthio- 
sulfonat 

In einem Thiosulfat ist der organische Rest enthaltend die derivatisierte Mercapto-Funktion an den 
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Schwefel gebunden. Vor2ugsweise ist das Thiosuffat in anionischer Form. beispielsweise ein AlkalimetalJ- 
thiosulfat z.B. Natrium- der Kaliumthiosulfat. 

Besonders bevorzugt als reaktives. substituiertes funktionelies Derivat der Mercapto-Gruppe im Verfah- 
ren c) ist ein gemischtes Disulfid. insbesondere ein Disulfid mit 2-Pyridinthiol. 

5 Die reaktiven funktionellen Oerivate der Mercapto-Gruppe werden aus Verbindungen mit freier oder 
anderweitig derivatisierter Mercapto-Funktion nach den Oblichen bekannten Methoden hergestellt. 

In Verfahren c) werden der Reaktionspartner enthaltend eine freie Mercapto-Gruppe und der Reaktions- 
partner enthaltend ein reaktives. substituiertes funktionelies Derivat der Mercapto-Gruppe in Wasser oder 
vorzugsweise in wassrigem Puffer bei einem pH zwischen ungefahr 3 und ungefahr 9. vorzugsweise nahe 

to dem Neutralpunkt, d.h. bei einem pH zwischen 6 und 8, bei Temperaturen zwischen ungefShr -20* C und 
ungefahr +50*c. vorzugsweise zwischen -5*C und Raumtemperatur. umgesetzt. GewGnschtenfalls einthalt 
das wSssrige Reaktionsmedium ein mischbares organisches Losungsmittel. beispielsweise ein Niederalka- 
nol. z.B. lert-Butanol, Dimethylformamid. Acetonitril oder §hnliches. 

Die Ausgangsmaterialien fOr die Verfahren b) und c) sind bekannt oder k6nnen nach an sich bekannten 

is Verfahren hergestellt werden. beispielsweise durch ein Verfahren. wie es oben oder im folgenden beschrie- 
ben ist. Ein substituiertes Cytokin und ein substituiertes Immunglobulin. worin die Substituenten eine 
Mercapto-Gruppe tragen. werden beispielsweise aus dem Cytokin beziehungsweise dem Immunglobulin 
durch Reaktion mit einer Verbindung enthaltend eine geschOtzte Mercapto-Gruppe und eine aktivierte 
Carbonsaurefunktion. beispielsweise einen aktivierten Ester wie oben unter Verfahren a) beschrieben. 

20 hergestellt. Oie Schutzgruppe der Mercapto-Funktion wird dann durch an sich bekannte Verfahren abgespal- 
ten. Beispielsweise kann ein Disulfid. wie es oben als reaktives substituierbares funktionelies Derivat der 
Mercaptogruppe beschrieben ist. als Schutzgruppe wahrend eines Verfahrens analog Verfahren a) verwen- 
det werden und danach unter milden Reduktionsbedingungen gespalten werden. beispielsweise mit einem 
Thiol. z.B. 2-Mercaptoethanol. 3-Mercapto-1,2-propandiol. Thioglykolsaure, Thiogtykolsauremethy tester oder 

2$ 3-Mercaptopropionsdure. Oder vorzugsweise mit einem Dithiol. z.B. Dithiothreitol oder Dithioerythritol. in 
wSssriger Puff erlfi sung bei einem pH zwischen ungefahr 3 und ungefShr 6. vorzugsweise zwischen pH 4 
und 5. bei Temperaturen zwischen ungefahr -5*C und ungefahr Raumtemperatur. 

Ein substituiertes Cytokin und ein substituiertes Immunglobulin. worin die Substituenten eine Mercapto- 
Funktion tragen. kdnnen beispielsweise auch aus einem Cytokin beziehungsweise einem Immunglobulin 

to durch Reaktion mit einem Iminothiolacton, beispielsweise mit 2-lminothiolan, in wassriger Pufferlosung bei 
einem pH zwischen ungefShr 5 und ungefShr 9. vorzugsweise nahe dem Neutralpunkt. d.h. um pH 8. bei 
Temperaturen zwischen ungefahr -5* C und ungefahr Raumtemperatur. hergestellt werden. 

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren. worin ein Cytokin oder ein Immunglobulin mit N-Succinimidyl-3- 
(2-pyridyldithio)-propionat gemSss Verfahren a) kondensiert. gleichzeitig das entsprechend erganzende 

35 Immunglobulin oder Cytokin mit 2-lminothiolan in der oben beschriebenen Art und Weise umgesetzt und 
die beiden Teile gemSss Verfahren c) zu einer Dithiobindung verknUpft werden. Vorzugsweise werden die 
Reaktionsschritte ohne Isolierung der Zwischenprodukte durchgefiihrt. 

Paare von Teilen. die zusammen gemSss Verfahren d) eine Kohlenstoff-Schwefel-Bindung bilden 
kdnnen. sind beispielsweise durch BrUckenbildnerteile substituierte Cytokine und Immunglobuline. worin ein 

40 BrtJckenbildnerteil eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung. eine Kohlenstoff-Halogen-Bindung oder eine 
Epoxid-Funktion und der andere BrtJckenbildnerteil eine Mercaptogruppe trSgt und die beiden BrUckenbild- 
nerteile zusammen den Rest Z ergeben. 

Die Kohlenstoff-Kohlenstotf-Doppelbindung im Verfahren d) ist vorzugsweise an einem oder beiden 
Enden durch eine elektronenziehende Gruppe substituiert. z.B. durch eine Carbonylgruppe eines Ketons. 

*s eines Esters Oder eines Amids. z.B. wie in Vinylketonen. Acrylestern. Acrylamtden. substituierte n 2-Buten- 
1.4-dronen. z.B. Chinonen. Fumarestern. Fumaramiden. Maleinestem oder vorzugsweise Maleimtden. 

Das Halogenatom einer Kohlenstoff-Halogen-Bindung im Verfahren d) ist beispielsweise Chlor. Brom 
Oder Jod. Die Kohlenstoff-Halogen-Bindung ist vorzugsweise durch eine Kohlenstofl-Kohlenstoff- oder eine 
Kohlenstoff-Sauerstoff-Doppelbindung aktiviert. beispielsweise wie in Allylhalogeniden. Hatomethylketonen. 

so z.B. Chloromethylketonen. HaloessigsSuren und HaloessigsSurederivaten. z.B. Jod-. Brom- oder Chloraceta- 
ten und -acetamiden, a-Chlor-niederalkan-carboxylaten und dergleichen. 

Die Epoxid-Funktion im Verfahren d) ist vorzugsweise eine primare Epoxid-Funktion. d.h. ein monosub- 
sUtuiertes Oxiran. und kann beispielsweise in situ aus einem Halohydrin durch Behandlung mit einer Base 
erhalten werden. 

55 Im Verfahren d) werden die Reaktionspartner in einem wSssrigen Ldsungsmittel. das gewunschtenfalls 
einen organischen oder anorganischen Puffer und/oder ein mischbares organisches Ldsungsmittel. z.B. ein 
Niederalkanol. ein Niederalkandiol. Oimethylformamid. Acetonitril oder Shnliches enthSlt. vorzugsweise in 
Gegenwart eines sSurebtndenden Mittels. beispielsweise eines Alkaiimetaltcarbonats oder -bicarbonats. z.B. 
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Natrium- Oder Kallumcarbonat Oder Natrium- Oder Kaliumbicarbonat. Oder eines Erdaikaiimetallcarbonats. 
z.B. Magnesiumcarbonat oder Calciumcarbonat. Oder einer organischen Base, z.B. eines sterisch gehinder- 
ten Triniederalkylamins. z.B. Ethyldiisopropylamin. bei Temperaturen zwischen ungefShr -20 *C und unge- 
fShr ♦ 50" C. vorzugsweise zwischen -5* C und Raumtemperatur. umgesetzt. 
s Die Ausgangsmaterialien fOr das Verfahren d) sind bekannt oder kdnnen nach an sich bekannten 
Verfahren hergestellt werden. beispietsweise nach einem wie oben oder im folgenden beschriebenen 
Vefahren. Insbesondere werden substituierte Cytokine oder substituierte tmmunglobuiine enthaltend 
Mercapto-Gruppen in der fOr die Ausgangsmaterialien fUr das Verfahren b) und c) beschriebenen Art und 
Weise hergestellt 

io Paare von. TeiJen, die zusammen eine KohlenstoH-Stickstoff-Einfach- oder -Ooppetbindung gemass 
Verfahren e) btlden kdnnen, sind beispielsweise ein Cytokin enthaltend erne freie Aminogruppe oder 
substituiert durch einen oder mehrere BrOckenbildner enthaltend eine freie Amino- Oder Hydrazin-Funktion 
und ein reaktives Oerivat eines Immungtobulins enthaltend eine Aldehydfunktion, ein reaktives Derivat eines 
Cytokins enthaltend eine Aldehydfunktion und ein Immunoglobulin enthaltend eine freie Aminogruppe oder 

>s einen BrOckenbildner mit einer freien Amino- oder Hydrazin-Funktion, oder ein substituiertes Cytokin und 
ein substituiertes Immunglobulin. worin ein Substituent eine Aldehyd-Funktion und der andere, erggnzende 
Substituent eine Amino- Oder Hydrazino-Funktion enthalt und die beiden Substituenten zusammen einen 
BrOckenbildner Z darstellen. 

Ein Konjugat der Formel I wird auch im Verfahren e) aus einer Mischung enthaltend ein Cytokin. ein 

20 Immunglobulin und ein reaktives Oerivat des BrOckenbildners enthaltend zwei Aidehyd-Funktionen gebildet 
beispielsweise einen Niederalkan-dialdehyd. z.B. Giutaraldehyd. 

Oie Kondensation gemass Verfahren e) wird in etnem wassrigen Ldsungsmittel. das gewOnschtenfalls 
einen organischen Oder anorganischen Puffer und/oder ein mischbares organisches Lbsungsmittel. z.B. ein 
Niederalkanol. z.B. tert-Butanol, ein Niederalkandiol. z.B. Giykol. Diethylenglykol, Polyethylenglykol. Dime- 

25 thylformamid. Acetonitril oder ahntiches enthdlt, bei Temperaturen zwischen ungefahr -20* C und ungefahr 
♦ 50* C, vorzugsweise zwischen -5* C und Raumtemperatur. durchgefOhrt. 

Oie auf diese Weise erhaltlichen Konjugate enthaltend Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindungen, d.h. 
Imine Oder Hydrazone. werden, falls erwOnscht, mit einem selektiven Reduktionsmittel behandelt, das die 
Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindung zu der stabileren Kohlenstoff-Stickstoff-Einfachbindung reduziert ohne 

oo die Amidbindungen der Protetne zu verSndem. Solche Reduktionsmittel sind beispielsweise Borhydride, 
z.B. Alkalimetall-. z.B. Natrium- oder Kaliumborhydrid. Oder Zinkborhydrid. worin gewOnschtenfalls ein oder 
zwei Hydride durch Niederalkoxygruppen ersetzt sind. z.B. wie in Natrium-dimethoxyborhydrid oder 
Natrium-tertbutoxyborhydrid. Oder vorzugsweise worin ein Hydrid durch eine Cyanogruppe ersetzt ist. wie in 
Natriumcyanoborhydrid. 

js Oie Reduktton wird in wSssrige Pufferldsung bei einm pH zwischen ungefahf 3 und ungefahr 9. 
vorzugsweise zwischen pH 3 und 6 fur Reduktionen mit Natriumcyanborhydrid und nahe dem Neutralpunkt. 
d.h. bei etnem pH zwischen 6 und 8, fUr Reduktionen mit Metallborhydriden. die gegebenenfalls durch 
Niederalkoxygruppen substituiert sind. bei Temperaturen zwischen ungefahr -20* C und ungefShr *50*C. 
vorzugsweise zwischen -5*C und Raumtemperatur. durchgefuhrt. Gewunschtenfalls enthalt das wassrigo 

40 Ldsungsmittel ein mischbares organisches VerdUnnungsmittel. beispielsweise ein Niederalkanol. z.B. Me- 
thanol, Ethanol. Isopropanol oder tert-Butanol. Oder Diethylenglykol. Triethyienglykol. Acetonitril oder ahnti- 
ches. 

Oie Ausgangsmaterialien fUr Verfahren e) sind bekannt Oder konnen nach an sich bekannten Verfahren 
hergestellt werden. beispielsweise durch ein oben oder im folgenden be schrie bones Verfahren. Reaktive 

o Derivate eines Cytokins Oder Immungtobulins enthaltend eine Aldehyd-Funktion kdnnen gemass einem 
Verfahren hergestellt werden. wie es in der EuropSischen Patentanmeldung 88 695 beschrieben ist. Dabei 
werden die Kohlenhydratreste der besagten Verbtndungen durch teilweise Oxidation in Aldehyd-Derivate 
UbergefUhrt. Diese Patentanmeldung beschreibt ebenfalts die Bildung von Verbindung mit einer Hydrazin- 
Funktion. z.B. durch Reaktlon eines Amins mit p-Fluorphenylhydrazin. 

so Paare von Reaktions partner n. die eine Kohlenstoff-Stickstoff-Einfachbindung gemass Verfahren f) bilden 
kdnnen. sind beispielsweise ein Cytokin enthaltend eine freie Aminogruppe und ein Immunglobulin substitu- 
iert durch einen oder mehrere BrOckenbildner enthaltend eine Kohienstorf- Halogen- Bindung oder eine 
Epoxid-Funktion. ein Cytokin substituiert durch einen oder mehrere. BrOckenbildner enthaltend eine 
' Kohlenstoff-Hatogen-Bindung Oder eine Epoxid-Funktion und ein Immunglobulin enthaltend eine freie 

55 Aminogruppe. Oder substituierte Cytokine und substituierte Immunglobuline. worin ein Substituent eine 
Amino- Oder eine Hydrazino-Gruppe und der andere Substituent eine KohlenstoH-Halogen-Bindung oder 
eine Epoxid-Funktion entttaMt und die Substituenten paarweise zusammen einen BrOckenbildner Z ergeben. 
Ein Konjugat der Formel I wird ebenfalls im Verfahren f) aus einer Mischung enthaltend ein Cytokin. ein 
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Immunglobulin und ein reaktives Derivate eines BrOckenbildners enthattend zwei Kohlenstoff-Halogen- 
Bindungen oder zwei Epoxid-Funktionen gebildet. 

Die Art der Kohlenstoff-Haiogen-Bindung und der Epoxid-Funktion ist vorzugsweise wie oben unter 
Verfahren d) beschrieben. Reaktive Oerivate eines BrOckenbildners enthaltend zwei Kohlenstoff-Halogen- 

5 Bindungen sind beispielsweise Bis-halomethylketone, z.B. t.3-Dichlor- oder 1 ,3-Dibromaceton, Bis-haloes- 
sigsaurederivate. z.B. 1 .4-8utandiyl-bis-jod- oder -brom-acetat und ahnliche Verbindungen. Reaktive Deriva- 
te eines BrOckenbildners enthaltend zwei Epoxid-Funktionen sind z.B. Butadien-bis-epoxid. 1 .4-Pentadien- 
bis-epoxid oder Bis-glycidylether. 

Die Reaktionsbedingungen fUr das Verfahren 0 sind gleich wie die, oben unter Vefahren d) beschriebe- 

to nen Reaktionsbedingungen. 

Die Ausgangsmateriaiien fOr Verfahren f) sind bekannt Oder kdnnen nach an sich bekannten Verfahren 
hergesteilt werden. beispielsweise durch ein Verfahren wie oben beschrieben. 

Die Zwischenprodukte und Endprodukte der erfindungsgemassen Verfahren werden gewunschtenfaJIs 
gereinigt, beispielsweise durch Dialyse gegenOber Wasser oder Pufferlosungen. durch chromatograpische 

is Methoden, vorzugsweise Gelchromatographie. Hochdruck-FIOssigchromatographie. Affinitatschromatogra- 
phie Oder lonenaustauscherchromatographie, durch Ultra-filtration oder durch Ultrazentrifugation. 

Die Erfindung betrifft auch dtejenigen AusfOhrungsformen des Verfahrens. bet denen man von einer auf 
irgendeiner Stufe ats Zwischenprodukt erhaltiichen Verbindung ausgeht und die fehlenden Schritte durch- 
fQhrt oder man das Verfahren auf irgendeiner Stufe abbricht oder man eine nach der erfindungsgemassen 

20 Verfahren erhalttiche Verbindung unter den Verfahrensbedingungen erzeugt und in situ weiterverarbeitet. 

Die Erfindung betrifft auch neue Zwischenprodukte und Verfahren zu ihrer Hersteilung. Die Ausgangs- 
materiaiien und die Reaktionsbedingungen werden vorzugsweise so gewShlt. dass jene in der Beschreibung 
als bevorzugt bezeichneten Verbindungen erhalten werden. 

Die Konjugate der Erfindung kdnnen fOr die Behandlung von viralen Infektionen und Tumoren in der 

25 Form von pharmazeutischen Pra*paraten verwendet werden. welche eine wirksame Menge des Konjugats 
zusammen mit einer signifikanten Menge eines anorganischen oder organischen. festen oder flussigen, 
pharmazeutisch verwendbaren Tragerstoffes enthalten. 

Bevorzugt sind pharmazeutische Praparate zur parenteralen, beispielsweise intramuskuiaren, subkuta- 
nen oder intravendsen Verabreichung am Menschen. Solche Praparate sind isotonische wassrige Losungen 

oo Oder Suspension enthaltend die aktiven Konjugate zusammen mit einem Tragermaterial und. wenn er- 
wOnscht. Hilfsmittel. beispielsweise Stabilisatoren, Emuigier mittel. Idsungsvermittelnde Stoffe. Salze fUr die 
Regulierung des pH und des osmotischen Druckes. Konsen/iermittel und/oder Netzmittel. Die pharmazeuti- 
schen Praparationen kdnnen nach an sich bekannten Methoden hergesteilt werden. beispielsweise in einem 
Verfahren. worin die aktiven Konjugate und die pharmazeutisch verwendbaren Trager und Hilfsstoffe 

35 gemischt. gewOnschtenfaJIs lyophilisiert und vor Verwendung geiost werden. 

Die Dosierung der pharmazeutischen Praparate enthaltend die aktiven Konjugate hangt von der zu 
behandetnden Krankheit, dem Kdrpergewicht. Alter und individuellen Zustand des Patienten gemass 
Einschatzung des behandeinden Arztes und der Applikationsweise ab. Im Vergleich zur Dosis des 
entsprechenden freien Cytokins werden zwischen zwei- und ungefahr hundertfach geringere Mengen an 

40 gieichwertiger biofogischer Aktivitat eingesetst. Beispielsweise wird ein Konjugat enthaltend Interferon alpha 
ein ein bis drei tdglichen Dosiseinheiten von 10* bis 10 s IE (Internationale Einheiten der Interferon- Aktivitat), 
vorzugsweise 10* bis 10 s IE. verabreicht. Das Konjugat kann auch ho her dosiert werden. beispielsweise 
derart. dass gleichvtel biologische AktivitSt wie beim freien Cytokin Oblich eingesetzt wird. Dadurch wird bei 
einem hdheren Prozentsatz der behandelten Patienten der gewunschte therapeuttsche Effekt des Cytokins 

45 erzielt. 

Die folgenden Beispiele dienen zur Illustration der Erfindung. schranken deren Umfang jedoch in keiner 
Weise ein. 

Die in den Beispielen verwendeten AbkQrzungen haben folgende Bedeutungen: 
IE Internationale Einheiten der IFN-Aktivitat 
so IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IgG Immunglobulin Q 

PBS phosphatgepufferte physiologische Koch saizl6 sung 
rlFN rekombinantes Interferon 

55 

Beispiel 1: 
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(rlFNojblKC = NH)CH;CH ? CH7SSCH?CH?(C =» OffllgG] 

1 mg polyklonaler Human* AntikQrper IgG (Lyophilisat, Intragtobin F<s>, Biotest) wird in einem Eppendorf- 
TUbchen in 500 uJ PBS. pH 72, geldst. Zu der in einem Whirlmix geschUttelten lgG-L6sung werden 12 ul 
5 1.6 mM 3^2-Pyricfyklimio)^ropic^sa'ure-N4iydro)(ysixcinimid-6Ster und 12 ul Ethanol zugetropft und die 
Mtschung 30 Min. bet Raumtemperatur inkubiert. Danach wird Uber Nacht gegen PBS (3x Putferwechsel) 
bet 4*C dialysiert. 

10 ug rekominantes Human-lnterferon wird in einem Eppendorf-TObchen in 500 ul PBS. pH 7,2. 
geldst. 2-lminothiolan wird bei 0*C in 1 M Triethanolaminhydrochlorid. pH 8.0. geldst 5 ul dieser 
10 Iminothiolan-Ldsung werden zur IFN-Ldsung gegeben. und die Mischung 90 Min. bei Raumtemperatur 
inkubiert. Das Reaktionsgemisch wird vierma) je 1 Std. bei 4* C gegen PBS dialysiert. Die IFN-ldsung wird 
mit der obtgen IgG-Ldsung gemischt. bei Raumtemperatur 2 Std. geschUttelt und Uber Nacht bei 4*C 
gehalten. 

Das Konjugat wird von freiem IFN durch Ultrafiltration mittels eines Filters (durchschnittliche Aus- 
is schlussgrenze 50 000 Oalton) bei 4 * C abgetrennt Die beiden Fraktionen werden im CPE-inhibitionsassay 
(Cytophathic Effect siehe Ho und Enders, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 45. 385-389 (1959)) auf IFN-Aktivitat 
getestet. Aktives Konjugat findet sich im Ueberstand. 

Zur Kontrolle wird die gesamte Reaktionssequenz mit radioaktiv markiertem t2S MFN wiederholt. Radio* 
aktives Konjugat wird in den Fraktionen 1 bis 10 gefunden, radioaktives IFN in den Fraktionen 12 bis 25. 
20 Die gleiche Reaktion wird auch mit rekombinantem Human-lnterferon a/B-D-Hybrid (Ciba-Geigy AG. EP 
205 404) und mit natUrtichem Human-lnterferon o (DRK Blutspendedienst Springe) anstelle von INFo 2b 
durchgefUhrt. 

25 Beispiel 2: 



(IFNo][(C = Q)CH 3 CH2$SCH 2 CH 2 (C = 0)fllgG] 

30 

2 mg polyklonaler Human- Antikarper IG (Lyophilisat. Intraglobin F®. Biotest) und 100 ug (10 7 IE) 
natUrliches Human-lnterferon o (DRK Blutspendedienst Springe) werden in je 1 ml PBS. pH 7,2. geldst. Zu 
beiden Ld sung en werden 18 ul 20 mM 3-(2-Pyridylthio)-propionsSure-N-hydroxysuccinimidester und 82 ul 
PBS zugegeben, die Mischungen 30 Min. bei Raumtemperatur unter leichtem SchUtteln inkubiert und Uber 

35 Nacht bei 4" C gegen je 500 ml PBS dialysiert. Die IFN-Ldsung wird mit 0.1% Albumin stabilisiert und bet 
4* C aufbewahrt Oie IgG-Ldsung wird mit 156 ul 0.1 M Natriumacetat (pH 4.5) auf ca. pH 6 gesteilt. mit 3.8 
mg Dithiothreitol versetzt und 20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. dann wteder Uber Nacht bei 4*C 
gegen PBS dialysiert Die (FN-Ldsung und die thiolierte IgG-Ldsung werden gemischt. 2 Std. bet Raumtem- 
peratur geschUttelt und Uber Nacht bei 4*C gehalten. Anschliessend wird das Konjugat wie in Beispiel 1 

40 beschrieben abgetrennt . 



55 



Beispiel 3: 



Verweilzeit des IFN-lgG-Konjugats in Mausserum 

Je 0.4 ml einer Ldsung des Konjugats von Beispiel 1 enthaltend 3 x 10* IE werden drei Mausen 
50 intramuskulSr injiziert Serum-Proben werden nach wenigen Minuten. 4. 8. 24. 48. 56 und 80 Stunden im 
CPE-lnhibitionsassay auf IFN-Aktivit3t untersucht. Dabei werden folgende AktivitSten (logiolE pro ml) 
gemessen: 
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OStd. 


4Std. 


8 Std. 


24 


48 


56 


80 










Std. 


Std. 


Std. 


Std. 


Maus 1 


0,5 


2.3 


2.0 


2.1 


2.0 


22 


2.0 


Maus 2 


(2.0) 


2.2 


2.2 


2.2 


2.0 


22 


22 


Maus 3 


1.5 


2.1 


2.2 


2.0 


2.0 


2.2 


22 


Mittetwert 


1.2 


22 


2.1 


2.1 


2.0 


22 


2.1 



io Vergleichsweise fant die IFN-AktrvitSt von intramuskuiar injiziertem lFNo 2b attain (3x10* IE) wesentlich 
stSrker abc 



15 



20 





OStd. 


4 Std. 


24 


32 


56 


72 


80 








Std. 


Std. 


Std. 


Std. 


Std. 


Maus 1 


0.7 


2.3 


0.7 


0.5 


0.5 


0,5 


0.5 


Maus 2 


0.5 


2.2 


1.6 


1.1 


0.6 


0.5 




Maus 3 


0.5 


0.8 


2.1 


0.9 


0,5 


0.5 


0.5 


Maus 4 




1.7 


2.1 


1.2 




0.7 


0.5 


Mittelwert 


0.6 


2.0 


1.9 


1.0 


0.5 


0.5 


0.5 



Praktisch die gteichen Werte wte mit IFNo^ allein werden gefunden, wenn Gemische von IFNa 2t> und 
Intraglobin F (Human-tgG) injiziert werden. 

25 

Beispiel 4: 



30 

Allgemeine Vorschrift zur Hersteltung von [CytokinH(C = 0)CH ? CH 2 $SCH;CH ? (C = 0)1[tg] 

Jeweils 2.5 mg Cylokin und Immunglobulin werden in 0.5 ml PBS pH 7.2 geldst und mit je 100 ul einer 
frisch zubereiteten 3-(2-PyridyldithiO)-propionsaure-r4-hydroxysuccinimidester*L6sung (4 mM) 30 Min. bei 

35 25* C inkubiert. Eine PD-10 Gelfiltrations-SSule wird mit 20 ml einer Dithiothreitol-LQsung 3quilibriert. 
Danach wird die if-Losung auf die Saule aufgegeben und mit 6 mt Acetatpuffer pH 4.5 eluiert. Es werden 
Fraktionen a 500 ul aulgefangen und die Extinktion bei 280 nm vermessen. Proteinhaltige Fraktionen 
werden vereinigt. auf eine neue. mit PBS dquilibrierte PD-10 Geifiltrations-SSule aufgetragen und mit 
Phosphatpuffer eluiert. Die Cytokin-LSsung wird ebenfalls mit Phosphatpuffer Uber eine PCMO-SSute 

40 geiriltriert. danach mit der thioiierten Ig-Ltisung vermtscht und 2 Std. bei Raumtemperatur und 20 Std. bei 
4*C inkubiert Oas Reaktionsprodukt wird mit Poly aery lamidgel-Elektrophorese anaiysiert. 



Beispiel 5: 



Pharmazeutische Zusammensetzung 

50 Ldsungen enthaltend 10 5 IE des IFNa-Konjugats von Beispiel 1 werden mit Human-Albumin bis zu 
einer Endkonzentration von 1 % versetzt. bei 4* gegen PBS dialysiert. durch einen bakteriologischen Filter 
sterilfil triert und das Filtrat unter aseptischen Bedingungen in 10 Ampullen von 1 ml abgefOllt Die 
Ampullen werden vorzugsweise in der KSIte. beispielsweise bei -18* C. aufbewahrt. 
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AnsprOche 

1. Konjugate von Cytokinen mit menschlichem Immunglobulin. 

2. Konjugate gemass Anspruch 1 der Formel 

s 

Ck-Z-lg (I). 

worin CK den Rest eines natOrlichen humanen Oder eines rekombinanten Cytokins, Ig den Rest eines 
menschtichen Immunglobuiins und Z eine kovalente Bindung oder einen kovaJent gebundenen organischen 
to BrOckenbildner darstellen und worin Ck, Ig und/oder Z auch mehrfach vorkommen k6nnen. 

3. Konjugate gemdss Anspruch 2 der Formel I, worin Ck den Rest eines natOiiichen oder rekombinan- 
ten humanen interferons, tnterleukins, einer verwandten Verbindung Oder eines Fragments, das die 
bioiogische Aktrvitat beibehalt, Ig den Rest eines natUr lichen humanen Immunglobuiins. Z eine kovaiente 
Bindung oder einen kovalent gebundenen. zweK drei- oder vierwertigen Kohlenwasserstorfrest darstellen. 

is welcher gewUnschtenfalls substituiert ist und/oder worin gewunschtenfalls eines Oder mehrere Kohlenstoff- 
atome durch SauerstofK Schwefel- und/oder gegebenenfalls substituierte Stickstoffatome ersetzt sind. und 
worin Ck. Ig und/oder Z auch mehrfach vorkommen konnen. 

4. Konjugate gemass Anspruch 2 oder 3 der Formel I, worin Ck den Rest eines natOrlichen oder 
rekombinaten humanen Interferons Oder einer verwandten Verbindung, Ig den Rest eines nattirlichen 

20 humanen Immunglobuiins und Z eine kovalente Bindung oder einen kovalent gebundenen zweiwertigen 
Kohlenwasserstorfrest darstellen. welcher gewunschtenfalls durch Oxo Oder Imino substituiert ist und/oder 
worin eines oder mehrere Kohlenstoffatome durch SauerstofK Schwefel- und/oder Stickstoffatome ersetzt 
sind. 

5. Konjugate gemass einem der AnsprOche 2 bis 4 der Formel I. worin Ck den Rest eines natOrlichen 
25 oder rekombinanten humanen Interferons alpha Oder gamma. Ig den Rest eines natUrlichen humanen 

Immunglobuiins G Oder M und Z eine kovalente Bindung. unsubstituiertes Oder durch Oxo und/oder Imino 
substituiertes NiederaJkylen und Kombinationen dieses Restes mit Oxy, Thio. Amino. Phenylen und/oder 
Azacycloalkylen darstellen. 

6. Konjugate gemass einem der AnsprOche 2 bis 5 der Formel I. worin Ck den Rest eines natUrlichen 
so oder rekombinanten humanen Interferons alpha, tg den Rest eines natUrlichen humanen Immunglobuiins G 

und Z einen kovalent gebundenen. durch Oxo und/oder Imino substituierten Niederalkylen-dithio- 
niederalkylen-Rest darstellen. 

7. Konjugate gemass einem der AnsprOche 2 bis 6 der Formel I, worin Ck den Rest von rekombinantem 
IFNa 2b , tg den Rest eines natOrlichen humanen Immunglobuiins G und Z Carbonimidoyl-propylen-dithio- 

35 ethylen-carbonyl darstellen. 

8. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten von Cytokinen mit menschlichem Immunglobulin gem3ss 
Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass ein Cytokin mit menschlichem immunglobulin und gewUnsch- 
tenfalls einem BrOckenbildner umgesetzt wird. 

9. Verfahren gemass Anspruch 8 zur Herstellung von Konjugaten der Formel 

40 

Ck-Z-lg (I). 

dadurch gekennzeichnet. dass 2 Oder 3 reaktive Teile des Konjugats der Formel I so miteinander zur 
Reaktion gebracht werden. dass ein Konjugat mit kovalenten Bindungen gebildet wird. und das Konjugat 
45 isoliert wird. 

10. Verfahren gemass Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, dass 

a) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Amidbindung verknOpft 
sind. ein Teil enthaltend eine Aminogruppe mit dem kompiementaren Teil enthaltend eine Carbonsaure- 
Gruppe oder mit einem reaktiven Oerivat davon kondensiert wird. oder 
SO b) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Disulfidbindung 

verknOpft sind. zwei komplementare Teile. die beide eine Mercaptogruppe enthalten. mit einem milden 
Oxidationsreagens behandelt werden, oder 

C) zur Herstellung eines Konjugates der Formel t. worin die Teile durch eine Disulfidbindung 
verknOpft sind. ein reaktives. substituierbares funktioneties Oerivat der Mercaptogruppe eines Teils mit dem 
55 kompiementaren Teil enthaltend eine Mercaptogruppe substituiert wird, Oder 
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d) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Schwefel- 
Bindung verknUpft sind, ein Teil enthaltond eine eine Mercapto-Gruppe an den komplementaren Teil 
enthaltend Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung oder enthaltend eine Epoxid-Funktion addiert Oder eine 
Kohlenstoff-Halogen-Bindung durch die Mercapto-Gruppe substituiert wird, oder 

5 e) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Kohlenstotf-Stickstoff- 

Einzel- oder Ooppelbindung verknUpft sind. eine Aldehyd-Gruppe eines Teiles mit dem komplementaren 
Teil enthaltend eine Amino- Oder eine Hydrazino-Gruppe kondensiert wird. und gewOnschtenfalls die 
erhSltliche Kohlenstott-Sbckstoff-Doppelbindung zu einer Kohlenstoff-Stickstoff-Einfachbindung mit einem 
Reduktionsmittel reduziert wird. oder 

w f) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Stickstoff- 

Einfachbindung verknOpft sind. ein Teil enthaltend eine Amino- oder eine Hydrazino-Gruppe an den 
komplementaren Teil enthaltend eine Epoxid-Funktion addiert oder eine .Kohlenstoff-Halogen-Bindung durch 
die Amino- oder Hydrazino-Gruppe substituiert wird. 

11. Pharmazeutische PrSparate enthaltend Konjugate von Cytokinen mit menschlichem Immunglobulin. 

15 12. Verwendung von Konjugaten von Cytokinen mit menschlichem Immunglobulin zur Herstellung von 
pharmazeutischen PrSparaten. 

Patentansprtlche Kir die fotgenden Vertragsstaaten: ES. GR 

20 1. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten von Cytokinen mit menschlichem Immunglobulin. dadurch 
gekennzeichnet. dass ein Cytokin mit menschlichem Immunglobulin und gewOnschtenfalls einem BrOcken- 
bildner umgesetzt wird. 

2, Verfahren gemass Anspruch 1 zur Herstellung von Konjugaten der Formel 

25 Ck-Z-lg(f). 

worin Ck den Rest eines natOrtichen humanen oder eines rekombinanten Cytokins. Ig den Rest eines 
menschiichen Immunglobulins und Z eine koyalente Bindung oder einen kovalent gebundenen organischen 
BrOckenbildner darstellen und worin Ck. tg und/oder Z auch mehrfach vorkommen kbnnen. dadurch 
30 gekennzeichnet. das 2 Oder 3 reaktive Teile des Konjugats der Formel I so miteinander zur Reaktion 
gebracht werden, dass ein Konjugat mit kovalenten Bindungen gebildet wird. und das Konjugat isoliert wird. 

3. Verfahren gemass Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. das 

a) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Amidbindung verknOpft 
sind. ein Teil enthaltend eine Aminogruppe mit dem komplementaren Teil enthaltend eine Carbonsaure- 

33 Gruppe oder mit einem reaktiven Derivat davon kondensiert wird. Oder 

b) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I, worin die Teile durch eine Disulfidbindung 
verknOpft sind. zwei komplementaVe Teile. die beide eine Mercaptogruppe enthalten. mit einem milden 
Oxidationsreagens behandelt werden. oder 

c) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Disulfidbindung 
40 verknOpft sind. ein reaktives. substituierbares funktionelles Derivat der Mercaptogruppe eines Teils mit dem 

komplementaren Teil enthaltend eine Mercaptogruppe substituiert wird, oder 

d) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Schwefel- 
Bindung verknOpft sind. ein Teil enthaltend eine Mercapto-Gruppe an den komplementaren Teil enthaltend 
eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung oder enthaltend eine Epoxid-Funktion addiert oder eine 

4$ Kohlenstoff-Halogen-Bindung durch die Mercapto-Gruppe substituiert wird. oder 

e) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I, worin die Teile durch eine Kohtenstoff-Stickstoff- 
Einzel- Oder Doppeibindung verknOpft sind. eine Aldehyd-Gruppe eines Teiles mit dem komplementaren 
Teil enthaltend eine Amino- odef eine Hydrazino-Gruppe kondensiert wird. und gewOnschtenfalls die 
erhaltliche Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindung zu einer Kohlenstoff-Stickstoff-Einfachbindung mit einem 

so Reduktionsmittel reduziert wird. Oder 

f) zur Herstellung eines Konjugates der Formel I. worin die Teile durch eine Kohlenstoff-Stickstoff- 
Etnfachbindung verknOpft sind, ein Teil enthaltend eine Amino- : oder eine Hydrazino-Gruppe an den 
komplementaren Teil enthaltend eine Epoxid-Funktion addiert oder eine Kohlenstoff-Halogen-Bindung durch 
die Amino- oder Hydrazino-Gruppe substituiert wird. 

55 4. Verfahren gemass Anspruch 2 oder 3 zur Herstellung von Konjugaten der Formel I. worin Ck den 
Rest eines natOrtichen oder rekombinanten humanen Interferons. Interleukins. einer verwandten Verbindung 
Oder eines Fragments das die bioiogische Aktivitat beibehait. ig den Rest eines natOriichen humanen 
Immunglobulins. Z eine kovalente Bindung Oder einen kovalent gebundenen zwei-. drei- Oder vierwertigen 
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Kohlenwasserstoffrest darstellen. welcher gewOnschtenfalls substituiert ist und/oder worin gewOnschtenfalls 
eines oder mehrere Kohlenstoffatome durch Sauerstoff-, Schwefel- und/oder gegebenenfalls substituierte 
Stickstoffatome ersetzt sind. und worin Ck, Ig und/oder Z auch mehrfach vorkommen konnen. 

5. Verfahren gemass Anspruch 2 Oder 3 zur Herstellung von Konjugaten der Formel I, worin Ck den 
5 Rest eines naturlichen oder rekombinanten humanen Interferons Oder einer verwandten Verbindung. Ig den 
Rest eines natUrlichen humanen Immunglobulins und Z eine kovalente Btndung oder einen kovalent 
gebundenen zweiweriigen Kohlenwasserstoffrest darstellen. welcher gewOnschtenfalls durch Oxo oder Imino 
substituiert ist und/oder worin eines oder mehrere Kohlenstoffatome durch Sauerstoff-. Schwefel-unoVoder 
Stickstoffatome ersetzt sind. 

to 6. Verfahren gemass Anspruch 2 oder 3 zur Herstellung von Konjugaten der Formel I. worin Ck den 
Rest eines natUrlichen oder rekombinanten humanen Interferons alpha Oder gamma. Ig den Rest eines 
natUrlichen humanen Immunglobulins G oder M und Z eine kovalente Bindung, unsubstituiertes oder durch 
Oxo und/oder Imino substituiertes Niederalkylen und Kombinationen dieses Restes mit Oxy. Thio. Amino. 
Phenylen und/oder Azacycloalkylen darstellen. 

T5 7. Verfahren gemass Anspruch 2 oder 3 zur Herstellung von Konjugaten der Formel I, worin Ck den 
Rest eines natUrlichen oder rekombinanten humanen Interferons alpha. Ig den Rest eines natUrlichen 
humanen Immunglobulins G und Z einen kovalent gebundenen. durch Oxo und/oder Imino substituierten 
Niederalkylen-dithio-niederalkylen-Rest darstellen. 

8. Verfahren gemass Anspruch 2 Oder 3 zur Herstellung von Konjugaten der Formel I. worin Ck den 
20 Rest von rekombinantem IFNa 2b , Ig den Rest eines natUrlichen humanen Immunglobulins G und Z 

Carbonimidoyl-propylen-dithio-ethylen-carbonyl darstellen. 

9. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Pra para ten enthaltend Konjugate von Cytokinen mit 
menschtichem Immunglobulin. dadurch gekennzeichnet. dass man die Konjugate mit einem pharmazeuti- 
schen TrSger mischt. 

25 
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